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PROCEDE DE REGULATION DE L 9 EXPRESSION D'UN GENE DANS UN 
BACULOVIRUS, PAR UN SITE DE FIXATION D'UN RECEPTEUR DE 
L 1 ACIDE RETINOIQUE , ET VECTEUR POUR LA MISE EN OEUVRE 
DUD IT PROCEDE. 

5 La presente Invention est relative a de 

nouveaux vecteurs d 1 expression obtenus a partir de 
baculovirus . 

Les baculovirus, representes par le virus de 
la polyedrose nucl^aire Autographa calif omica (AcMNPV) , 

10 possedent plusieurs promoteurs , actifs a differentes 
phases du cycle de replication virale . Certains de ces 
promoteurs sont utilises en genie genetique pour 
controler 1' expression de genes heterologues inseres dans 
le genome du baculovirus . Parmi les plus couramment 

15 employes, on citera deux promoteurs tres tardifs forts : 
celui de la polyedrine (polh) et celui du polypeptide 
P10, qui ne sont actifs qu'en fin de cycle d 1 infection, 
apres la replication du genome viral, et qui permettent 
d 1 exprimer a un niveau eleve les genes places sous leur 

20 controle. 

Les promoteurs polh et P10 sont decrits de 
maniere detaillee dans les publications suivantes : 
POSSEE et HOWARD [Nucleic Acid Research, vol. 15, p. 
10233-10248 (1987)], pour le promoteur de la polyedrine, 

25 et QIN et al . [J. Gen. Virol, vol. 70, p. 1273-1279, 
(1989)] pour le promoteur P10 . On definit generalement 
comme : "promoteur de la polyedrine" la sequence 
localisee entre les positions (-71 et + 1) definies par 
rapport au A(+l) de 1 1 ATG de la polyedrine, et comme : 

30 "promoteur P10" la sequence localisee entre les positions 
(-70 et +1) definies par rapport au A( + l) de 1 1 ATG du 
polypeptide P10. 

Pour obtenir, a partir d'un baculovirus, un 
vecteur capable d ' exprimer un gene etranger sous controle 

35 transcriptionnel d'un promoteur dudit baculovirus, 1 1 on 
procede generalement, selon des methodes connues en 
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elles-memes, a la construction d ! un vecteur de transfert 
renfermant ledit promoteur, puis a la recombinaison avec 
1 ' ADN du virus sauvage, et enfin a la selection des 
recombinants . 

5 Lors du cycle de replication du baculovirus 

s ' expriment d'abord les genes precoces : la transcription 
de ces genes fait intervenir l'ARN polymerase II de la 
cellule-hote . 

Ulterieurement , les genes tardifs et tres 

10 tardifs comme pol-h et P10, sont transcrits par une ARN 
polymerase particuliere , d'origine au moins en partie 
virale, insensible a 1 f ct-amanitine . 

Un motif A/GTAAG commun a tous les genes 
tardifs, constitue le site d 1 initiation de la 

15 transcription. Ce motif est indispensable a la 
reconnaissance de ces promoteurs par l'ARN polymerase et 
done a leur activite. Les mecanismes qui gouvernent 
1' activation transcriptionnelle ne sont toutefois pas 
encore precisement connus . 

20 Des travaux precedents de 1 1 equipe des 

Inventeurs ont montre qu'il est particulierement 
interessant, pour augmenter le niveau d f expression d'un 
gene heterologue place sous controle de l'un des deux 
promoteurs tres tardifs forts polh ou P10, de construire 

25 un baculovirus dans lequel un seul de ces deux promoteurs 
tardifs forts est inactive, et de faire exprimer ledit 
gene sous controle du promoteur restant. 

Ce principe a servi de base a la construction 
de plusieurs baculovirus modifies [Demande Europeenne 

30 n° 91 913 605.1, aux noms de 1 1 INSTITUT NATIONAL DE LA 
RECHERCHE AGRONOM I QUE (I.N.R.A.) et du CENTRE NATIONAL DE 
LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (C.N.R.S.) ; CHAABIHI et al . , 
J. Virol., 67, 2664-2671 (1993)], dans lesquels soit le 
promoteur P10 (baculovirus denomme AcSLP33, par exemple) , 

35 soit le promoteur de la polyedrine (baculovirus denomme 
AcSLPIO, par exemple) est inactive par deletion . 
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Dans le cadre de la poursuite de leurs travaux 
sur la regulation de 1' expression chez les baculovirus, 
les Inventeurs ont eu 1 1 idee d'etudier 1 1 influence de la 
sequence codante du gene P10 sur l 1 expression de celui- 
5 ci. Dans ce but, ils ont realise, a partir du baculovirus 
sauvage AcMNPV, des constructions comprenant le gene 
rapporteur CAT insere a l'une des positions +16, +150, ou 
+230 de la sequence codant pour la P10 (ces positions 
sont definies par rapport au A (+1) du codon d 1 initiation 
10 ATG de la P10) , et ont etudie l f expression simultanee du 
gene rapporteur CAT et du gene de la polyedrine, dans les 
virus recombinants (denommes respectivement AcCAT+16, 
AcCAT+150, et AcCAT+230) obtenus , par rapport au 
baculovirus sauvage AcMNPV et au baculovirus modifie 
15 AcSLP33 (dans lequel le promoteur P10 est inactive) . 

Les virus recombinants AcCAT+16, AcCAT+150, et 
AcCAT+230, sont schematises a la Figure l. 

Les Inventeurs ont ainsi pu constater que 
lorsque le gene rapporteur est insere en +16 (cette 

2 0 insertion s » accompagne de la deletion d'une partie de la 

sequence codant pour la P10) , l 1 expression du gene 
rapporteur est faible et celle du gene de la polyedrine 
augmente tres signif icativement , bien que le promoteur de 
la P10 soit intact, jusqu'a atteindre un niveau 
25 comparable a celui observe dans un virus ou le promoteur 
de la P10 est inactive, tel que le virus AcSLP33 . 

En revanche, lorsque le gene rapporteur est 
insere plus en aval (+150 ou +230), ^expression dudit 
gene augmente, et celle de la polyedrine diminue pour 

3 0 revenir a un niveau de base comparable a celui observe 

dans le baculovirus sauvage AcMNPV. 

D 1 autre part, au cours d'autres 

experimentations entreprises independamment , les 
Inventeurs ont cherche a exprimer les isoformes a et y du 
35 recepteur humain de 1 ' acide retinoique (hRAR) dans des 
cellules d'insectes, et ont dans ce but construit a 
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partir de baculovirus sauvages AcMNPV, des baculovirus 
recombinants qui expriment respect ivement lesdites 
isoformes a ou y sous controle du promoteur de la 
polyedrine. Or, au cours de ces experimentations ils ont 
5 observe une surexpression inattendue du gene P10 dans ces 
baculovirus . 

Cette activation se manifeste par un taux 
d'ARNm qui est 2 fois superieur au temoin (constitue par 
le baculovirus sauvage AcMNPV, ) dans le cas du recepteur 

10 a, et 5 fois superieur dans le cas du recepteur y : : il 
s'agit done d'une activation au niveau transcriptional . 

D 1 autre part cette activation est observee non 
seulement lors de la transfection d'une cellule avec un 
virus double- recombinant , mais egalement lors de la co- 

15 transfection d'une cellule avec deux plasmides (l'un 
exprimant un RAR, et 1 1 autre portant un domaine RARE 
localise dans le gene P10) ; il s'agit done d'une trans- 
activation. 

Les Inventeurs ont etabli un rapprochement 

20 entre les resultats des deux series d' experimentations 
relatees ci-dessus et ont procede a 1 ' analyse de la 
sequence de la region P10, afin de rechercher 1 ' existence 
eventuelle de sequences apparentees a celles constituant 
des sites de fixation pour des recepteurs nucleaires, et 

25 en particulier pour des recepteurs retinoiques. 

Les recepteurs de 1 ' acide retinoique (RARs) 
appartiennent a la famille des "recepteurs nucleaires", 
qui comprend egalement, par exemple, chez les vertebres, 
les recepteurs de la vitamine D3 , ou les recepteurs 

30 thyroidiens . D'autres recepteurs, denommes RXRs , et qui 
sont comme les RARs , actives par 1' acide retinoique ou 
par d'autres retinoides ont egalement ete decrits. 

On sait que les recepteurs nucleaires sont 
capables d'activer la transcription d'un gene-cible. 

35 Cette activation fait intervenir d'une part la liaison de 
ces recepteurs nucleaires avec leur ligand specif ique, et 
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d' autre part leur fixation a I'ADN, qui implique la 
reconnaissance de courtes sequences consensus d'ADN 
denommees « elements de reponse » generalement situees en 
amont du gene-cible. Les RARs et RXRs reconnaissent ainsi 
des sequences consensus qui sont repetees une ou 
plusieurs fois # en tandem ou en palindrome, et 
definissent des portions d'ADN denommees respectivement 
elements RARE ou RXRE [GORDMAN et al . Mol . Cell . Biol . 2 , 
1044-1051 (1982)]. Differentes sequences consensus ont 
ete identifiees. Par exemple, les elements de reponse au 
recepteur RARp, qui sont decrits dans la Demande PCT 
WO 91/07488, comprennent des repetitions en tandem de la 
sequence GTTCAC ; la Demande PCT WO 92/16658 decrit des 
elements de reponse RXRE, et en particulier un element 
15 RXRE obtenu a partir du promoteur du gene CRBPII de rat, 
qui comprend des repetitions en tandem de la sequences 
AGGTCA . 

Les elements de reponse aux recepteur s 
nucleaires ont une specif icite variable. Certains, comme 

20 les elements de reponse au recepteur de 1' hormone 
thyroidienne (TRE) repondent non seulement a leur propre 
recepteur mais egalement aux RARs et aux RXRs. D'autres 
sont plus specif iques, comme les elements de reponse au 
recepteur RAR0, qui ne repondent que f aiblement aux RXRs . 

25 D'autres, comme 1' element RXRE qui est decrit dans la 
Demande PCT WO 92/16658 peuvent fixer des recepteurs RAR 
ou RXR, mais seuls ces derniers provoquent une reponse 
qui entraine 1' activation du promoteur place en aval de 
cet element RXRE. Cette trans-activation par les RXRs est 

30 bloquee en presence de RARs. 

II existe egalement chez les insectes des 
proteines voisines des RARs ; il s'agit en particulier du 
recepteur hormonal de l'ecdysone (EcR) et de la proteine 
USP de la Drosophile. La Demande PCT WO 92/14695 decrit 

35 un recepteur de type RXR, denomme XR2C, obtenu a partir 
de la drosophile. 



WO 96/29400 



PCT/FR96/00437 



6 

II a ete propose de placer des elements de 
reponse aux RARs ou aux RXRs en amont du promoteur d'un 
gene, a une distance dudit promoteur comprise entre 30pb 
et lOOOOpb, afin d'obtenir 1' activation dudit gene par 
5 1 ' intermediaire de recepteurs RAR ou RXR exprimes dans la 
meme cellule. Par exemple, la Demande PCT WO 91/07488 
propose 1' utilisation des elements de reponse au 
recepteur RAR0, pour activer la transcription de genes 
dans des cellules de mammif eres . La Demande PCT WO 

10 92/16658 propose 1 ' utilisation des elements de reponse 
RXRE qu'elle decrit pour etudier la trans -activation de 
genes par des recepteurs RXR , et le blocage de cette 
trans -activation en presence de recepteurs XRA dans des 
cellules de mammif eres, d'oiseaux ou d'insectes. La 

15 Demande PCT WO 92/14695 mentionne plusieurs elements de 
reponse qui seraient utilisables avec le recepteur XR2C 
en fait, elle ne decrit 1 ' utilisation de ce recepteur 
qu'avec un element de reponse TRE place en amont du 
promoteur ADH de drosophile . 

20 L 1 analyse de la sequence de la region P10, 

effectuee par les Inventeurs a revele 1 ! existence dans le 
gene de la P10, d'une sequence intragenique 
GTTGACAGTGTTCA , similaire a une sequence consensus 
reconnue par les RARs, et constituent done un Element 

25 RARE putatif. Cette sequence est localisee, chez AcMNPV 
de type sauvage, en position +61 par rapport au A(+l) du 
codon d f initiation ATG de la P10 . 

Des experiences complementaires effectuees par 
les Inventeurs ont permis de montrer que l f activation du 

3 0 gene P10, ou d'un gene rapporteur place sous controle 
transcriptionnel du promoteur P10, en presence du produit 
d'un gene RAR place sous controle du promoteur de la 
polyedrine, intervient a condition que le domaine de type 
RARE localise dans le gene P10 soit present. En outre, 

35 cette activation intervient egalement lorsque le domaine 
de type RARE est enleve de sa position initiale et 
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replace dans une autre position a proximite du promoteur 
P10, en amont ou en aval de ce promoteur. Enfin, si l'on 
place, de la meme facpon, le domaine de type RARE a 
proximite d'un autre promoteur, on observe 1' activation 
5 de cet autre promoteur. Dans tous les cas, cet element 
RARE est actif qu'il soit place en amont ou en aval du 
promoteur, et quelle que soit son orientation par rapport 
a celui-ci. 

L 1 analyse de sequence du gene P10 chez les 
10 baculovirus Choristoneura fumiferana NPV et Bombyoc mori 
NPV revele la conservation du motif RARE. Ces baculovirus 
peuvent done, au meme titre que AcMNPV, etre utilises 
pour la mise en oeuvre de la presente Invention. 

La mise en evidence par les Inventeurs, de 
15 cette sequence intragenique de type RARE, et de son role 
effectif dans la regulation de l 1 expression du gene P10, 
permettent de proposer de nouveaux moyens de regulation 
de 1' expression de genes heterologues codant pour des 
proteines d'interet, sous controle de promoteurs de 
20 baculovirus. 

La presente Invention concerne ces moyens de 
regulation, qui comportent plusieurs variantes. 

Selon une premiere variante de 1* Invention, 
1' activation d'un promoteur de baculovirus dans une 

25 cellule-hote, en particulier d'un promoteur tardif fort 
tel que le promoteur P10 ou polh est obtenue en presence 
du produit d'un gene RAR dans la meme cellule-hote, et 
d'une sequence de type RARE, situee en cis et a proximite 
dudit promoteur de baculovirus. 

3 0 Au sens de la presente Invention, on considere 

qu'une sequence RARE est "a proximite d'un promoteur" si 
elle situee en aval ou en amont dudit promoteur, a une 
distance comprise entre 10 et 10000 pb, de preference 
inferieure a lOOOpb, du site d' initiation de la 

35 transcription dudit promoteur. 
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La presente Invention a pour objet un procede 
pour reguler l 1 expression d'un gene place sous controle 
transcriptionnel d'un promoteur de baculovirus dans un 
vecteur d' expression comprenant une sequence de type RARE 
5 situee a proximite dudit promoteur de baculovirus, lequel 
procede est caracterise en ce que 1 1 on procede a 
1' expression dudit gene en pr§sence du produit de 
traduction d'un gene codant pour un recepteur hormonal du 
type RAR. 

10 Le promoteur de baculovirus peut par exemple 

etre le promoteur P10, le promoteur polh, 1'un des 
promoteurs des genes IE1, IEN, ou un promoteur 
synthetique. Avantageusement , il s'agit d'un promoteur 
tardif fort, tel que le promoteur P10, ou le promoteur 

15 polh. 

De preference, le recepteur hormonal du type 
RAR est un recepteur RARa, un recepteur RARp, ou un 
recepteur RARy, et la sequence d 1 ADN RARE est une sequence 
(identifiee dans la liste de sequence en annexe sous le 
20 numero SEQ ID NO :1) repondant a la formule generale 
GTTGANNNNGTTCA ou N represent e A, ou C, ou G ou T, et en 
particulier la sequence GTTGACAGTGTTCA , identifiee dans 
la liste de sequence en annexe sous le numero SEQ ID 

NO : 2 . 

25 Selon un mode de mise en oeuvre prefere d'un 

procede conforme a 1 ! Invention, 1' expression du gene 
place sous controle transcriptionnel dudit promoteur de 
baculovirus est effectuee en presence, dans la meme 
cellule, d'un gene exprimant un recepteur hormonal du 

3 0 type RAR. 

Le promoteur de baculovirus et le gene 
exprimant un recepteur hormonal du type RAR peuvent etre 
portes par une meme molecule d'ADN, ou bien par deux 
molecules d'ADN differentes. 
35 Le gene exprimant un recepteur hormonal du 

type RAR peut etre place sous controle d'un promoteur 
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quelconque, pourvu que ledit promoteur s'exprime dans la 
cellule h6te. Avantageusement , il est place sous controle 
d'un second promoteur de baculovirus / ce second 
promoteur et celui sous controle duquel est exprime le 
5 gene d'interet, peuvent etre identiques ou differents. 

Pour la mise en oeuvre d'un proctde conforme a 
1' invention, on peut par exemple utiliser des vecteurs 
d' expression, connus en eux-m§mes, qui ne portent pas de 
gene exprimant un recepteur hormonal du type RAR, et qui 

10 comprennent au moins la partie du gene P10 constitute par 
le promoteur dudit gene, suivi de la portion de sequence 
codant pour la proteine P10 qui comprend la sequence 
GTTGACAGTGTTCA , ledit promoteur et ladite sequence 
codante etant disposes de maniere identique a celle du 

15 gene P10 sauvage . Ces vecteurs sont utilisables en 
presence, dans la meme cellule hote, d'une autre molecule 
d'ADN exprimant un recepteur hormonal du type RAR. 

On peut egalement utiliser de nouveaux 
vecteurs recombinants, qui font partie de l'objet de la 

20 presente Invention. 

Des vecteurs recombinants conformes a 
1' Invention, utilisables pour la mise en oeuvre d'un 
precede dans lequel le promoteur de baculovirus et le 
gene exprimant un recepteur hormonal du type RAR sont 

25 portes par deux molecules d'ADN differentes, sont 
constitues par des baculovirus recombinants, comprenant 
une sequence d'ADN constituant un site de fixation pour 
un recepteur hormonal du type RAR, placee a proximite 
d'un promoteur de baculovirus sous controle duquel on 

30 veut exprimer un gene codant pour une proteine d'interet, 
a condition que, si le promoteur de baculovirus est le 
promoteur P10, et la sequence RARE est la sequence 
GTTGACAGTGTTCA, ladite sequence soit situee, par rapport 
audit promoteur, a un emplacement different de celui 

35 qu'elle occupe dans le gene P10 sauvage, ou soit separee 
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dudit promoteur par une sequence differente de celle qui 
la separe du promoteur P10 sauvage . 

D ' autres vecteurs recombinants conformes a 
1' invention, utilisables pour la mise en oeuvre d'un 
5 proc§de dans lequel le promoteur de baculovirus et le 
gene exprimant un recepteur hormonal du type RAR sont 
portes par la m§me molecule d'ADN, sont const itues par 
des baculovirus recombinants, comprenant une sequence 
d 1 ADN RARE constituant un site de fixation pour un 

10 recepteur hormonal du type RAR, placee a proximite d'un 
premier promoteur de baculovirus, sous controle duquel on 
veut exprimer un gene codant pour une proteine d'interet, 
et une sequence d f ADN codant pour un recepteur hormonal 
du type RAR plac6e sous controle trans criptionnel d'un 

15 second promoteur de baculovirus . 

Le premier et le second promoteur peuvent par 
exemple etre le promoteur P10, le promoteur polh, les 
promoteurs des genes IE1, I EN, ou des promoteurs 
synthetiques . On peut egalement utiliser comme second 

20 promoteur une copie du premier promoteur. 

Avantageusement , le premier promoteur est le 
promoteur P10, et le second promoteur le promoteur polh, 
ou bien une seconde copie du promoteur P10. De maniere 
egalement avantageuse, le premier promoteur est le 

25 promoteur polh, et le second promoteur le promoteur P2 0, 
ou bien une seconde copie du promoteur polh. 

De preference, le recepteur hormonal du type 
RAR est un recepteur RARa, un recepteur RARp, ou un 
recepteur RARy, et la sequence d 1 ADN RARE est une sequence 

30 telle que definie dans la liste de sequences en annexe, 
sous le numero SEQ ID NO:l ou SEQ ID NO:2. 

Avantageusement, la sequence d'ADN RARE est 
placee en aval du premier promoteur. 

Selon un mode de realisation prefere, ces 

35 vecteurs comprennent en outre au moins une sequence 
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heterologue codant pour la proteine d'interet que l'on 
veut exprimer, placee sous controle trans criptionnel du 
premier promoteur, ou au moins un site pour 1 1 insertion 
de ladite sequence. 
5 Des vecteurs conf ormes a 1 1 invention sont par 

exemple les virus doubl e- recombinant s , obtenus a partir 
des virus recombinants Ac+150 et Ac+230 decrits ci- 
dessus, par insertion d'un gene codant pour un des 
recepteurs RARa ou RARy de 1 1 acide retinolque, sous 

10 controle du promoteur de la polyedrine. 

Selon une deuxieme variante de 1' invention, 
une activation du promoteur polh similaire a celle 
observee dans les vecteurs d f expression ou le promoteur 
P10 est inactive est obtenue en utilisant des vecteurs 

15 d f expression depourvus de la totalite de la sequence 
codant pour la proteine P10. 

Conformement a cette deuxieme variante, la 
presente Invention a pour objet des vecteurs 
recombinants, utilisables pour augmenter l f expression 

20 d'un gene sous controle transcriptionnel du promoteur 
polyedrine de baculovirus, et qui sont constitues par des 
baculovirus modifies, comprenant un promoteur polyedrine 
et un promoteur P10 intacts et f onctionnels , et ou le 
voisinage du promoteur P10 est depourvu de toute sequence 

25 constituant un site de fixation pour un recepteur 
hormonal du type RAR. 

Selon un mode de realisation prefere des 
vecteurs conformes a cette deuxieme variante de 
1' Invention, ils sont depourvus de la totalite de la 

3 0 sequence codant pour la proteine P10 . 

Selon un autre mode de realisation prefere des 
vecteurs conformes a cette variante de 1 ! Invention, ils 
comprennent en outre au moins une sequence, codant pour 
une proteine heterologue que l'on souhaite exprimer, 

35 placee sous controle transcriptionnel du promoteur de la 
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polyedrine, ou au moins un site pour l 1 insertion de 
ladite sequence . 

Des vecteurs conformes a cette deux i erne 
variante de 1' invention peuvent par exemple etre obtenus 
5 a partir d'un virus recombinant Ac+16. 

Selon un autre mode de realisation prefere des 
vecteurs conformes a cette deuxidme variante de 
l 1 Invention, ils comprennent en outre une sequence d'ADN 
codant pour un recepteur hormonal du type RAR, laquelle 
10 sequence est placee sous controle trans criptionnel d ! un 
promoteur de baculovirus autre que le promoteur P10. 

En effet, les Inventeurs ont observe que 
lorsqu'un gene, (tel que par exemple le gene rapporteur 
CAT) est insere sous controle transcript ionnel du 
15 promoteur P10, et en 1 1 absence de la sequence RARE , on 
note non seulement une absence d 1 activation, mais meme 
une inhibition de son expression lors de la co-expression 

avec les RARs . 

Des vecteurs de ce type peuvent etre obtenus a 

2 0 partir de Ac+16 par insertion d*un gene codant pour un 
des recepteurs RARa ou RARy de l f acide retinoique, sous 
controle du promoteur de la polyedrine; 

Des vecteurs conformes a 1' Invention, peuvent 
constituer des vecteurs de transfert ou des vecteurs 

25 d' expression. Ils peuvent etre obtenus a partir de 
n'importe quel baculovirus ou construction (telle qu'un 
vecteur de transfert) derivee de baculovirus, a condition 
que ledit baculovirus ou ladite construction comprenne 
les sequences constituant le promoteur de la P10, telles 

30 que definies ci-dessus. 

La presente Invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de construction et de mise en 
oeuvre de vecteurs d' expression conformes a l 1 Invention. 

35 II doit etre bien entendu toutefois que ces 

exemples sont donnes uniquement a titre d 1 illustration de 
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1'objet de 1 1 Invention dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 

Lies protocoles utilises dans les exemples qui 
suivent font appel a des techniques class iques du genie 
5 genetique, telles que celles decrites par SAMBROOK et 
al . [Molecular cloning : A Laboratory Manual ; Second 
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989] , ou par 
O f REILLY et al . [Baculovirus Expression Vectors : A 
Laboratory Manual ; Freeman and Cie, New York, (1992)] 
10 pour la manipulation de I'ADN de baculovirus. Les 
conditions particulieres a chaque experimentation sont, 
s'il y a lieu, precisees dans I'exemple correspondant . 



EXEMPLE 1 

15 1) ADN plasmidiques et vecteurs de transfert 

Une serie de trois vecteurs de transfert 
denommes respect ivement pMH16, pMH150, et pMH230, a ete 
construite, afin d'introduire le gene bacterien codant 
pour la CAT (Chloramphenicol Acetyl Transferase) dans la 
20 sequence codant pour la P10, aux positions +16, +150, et 
+ 230 . 

La Figure 2 represente une carte de la region 
P10, montrant les positions concernees . 

Dans ces trois constructions, le codon ATG de 
25 la P10 a ete mute en AGC, et un site de restriction PvuII 
a ete cree (sequence ATG TCA mutee en AGC TGA) . 

- pMH16 

Le plasmide pMH16 est derive du vecteur de 
transfert pGml6. Le vecteur pGml6 contient un insert 

30 obtenu a partir du fragment EcoRI-P du baculovirus 
GmMNPV, mute comme indique ci-dessus au niveau du site 
d 1 initiation de la traduction de P10, et ou la sequence 
comprise entre les bases +16 et +265 du gene P10, a ete 
deletee, et remplacee par un lieur Bglll. 

35 Pour obtenir pMH16, un fragment Hind lll- Nsi l 

de 1900 pb, isole a partir du fragment Hind III-0 de 
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AcMNPV, qui contient les sequences hr5 et le gene p26, a 
ete introduit entre les sites Hindlll et Nsi l de pGml6 . 

Le fragment Bgl ll- Ban I de 790 pb obtenu a 
partir du plasmide pBLCAT2 (LUCKOW and SCHUTZ, Nucleic 
5 Acid Res., 15, (13) 5940 (1987), et comprenant la 
sequence codant pour la CAT, a ensuite ete introduit dans 
le plasmide, au site Bglll. 

- pMH15 0 et pMH23 0 : 

Les plasmides pMH150 et pMH230 derivent d'une 
10 meme construction, qui a ete r6alisee en inserant un 
fragment Nsi l-EcoRI de 1900 pb portant les mutations 
indiquee ci-dessus du fragment Eco RI-P de AcMNPV , entre 
les sites Nsi l et Kpn l du fragment Hind i 1 1 -0 de AcMNPV , 
prealablement clone dans le vecteur pUC18 . 
15 Pour obtenir le plasmide pMH150, le fragment 

Bgl ll- Ban I de pBLCAT2 comprenant la sequence codant pour 
la CAT, a ete introduit au site Bgl ll situe en position 
+150 dans la sequence codant pour la P10 . Pour obtenir le 
plasmide pMH23 0, ledit fragment Bgl ll-BanI a ete 
20 introduit au site Hindi 1 1 situe en position +230 dans la 
sequence codant pour la P10. 

La Figure 3 represente schematiquement les 
inserts des plasmides pMH16, pMH150, et pMH230. 

- Plasmide pPH-RARoe et pPH-RARy 

25 Un fragment Kpn I- Stu I de 1518 pb, ou un 

fragment Ncol-Smal de 1564 pb, comprenant la totalite des 
sequences codant respect ivement pour les elements hRARa 
[PETROVITCH et al . Nature, vol. 330, p. 444-450 (1987)] 
et hRARy [BENBROOK et al . , Nature, vol. 333, p. 669-672 

30 (1988)] ont ete introduits en aval du promoteur de la 
polyedrine, dans le site Sma l du plasmide pGmAc34T 
[DAVRINCHE et al . Biochem. Biophys . Res. Com., vol 195, 
p. 469-477] . 
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- Plasmides pRARa(PlO) et pRARy(PlO) 

De la meme maniere , les sequences codant pour 
les elements hRAR ont ete introduites au site Bgl ll du 
plasmide pMH16 . 
5 2) Ob tent ion de baculovims recombinants : 

Pour chacun des vecteurs de transfert decrits 
ci-dessus 4.10 6 cellules Sf9 sont co- transf ectees par 
lipofection ( DOTAP , BOEHRINGER MANNHEIM) , avec 10|ag de 
vecteur, et Ijig d'ADN viral. 

10 Les recombinaisons au site de la polyedrine 

sont effectuees en co- transf ectant le plasmide concerne 
avec de 1 1 ADN de virus AcMNPV sauvage, tandis que les 
recombinaisons au site P10 sont effectuees en co- 
transf ectant le plasmide concerne avec 1 f ADN d'un 

15 baculovirus modifie (AcSLPlO) dans lequel le promoteur et 
le gene de la polyedrine ont ete excises, et la sequence 
codant pour la polyedrine replacee sous controle du 
promoteur P10. 

Deux clones de chaque recombinant ont ete 

20 purifies independamment . 

La Figure 4 represente schematiquement les 
differents virus recombinants obtenus . Les promoteurs 
(P10 et polyedrine) sont representes par un rectangle de 
couleur noire unie, la sequence P10 est representee par 

25 un rectangle de couleur blanche unie, la sequence codant 
pour la polyedrine est representee par un rectangle en 
pointilles serres (||) , les sequences codant pour les RARs 
sont representees par un rectangle en pointilles 
espaces(ii), la sequence codant pour la CAT est 

3 0 representee par un rectangle hachure . 

La Figure 4A represente, de haut en bas : 

- le virus AcMNPV sauvage ; 

- un virus depourvu du promoteur et du gene 
polyedrine ( AcD3 ) ; 

3 5 - un virus obtenu apres recombinaison d'un 

plasmide pPH-RAR avec 1 ! ADN de virus sauvage (AcRARPIO) ; 
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- un virus obtenu apres recombinaison d'un 
plasmide pPH-RAR avec 1 1 ADN de virus depourvu du 
promoteur et du gene PI 0 (AcRARAPIO) ; 

- un virus obtenu apres recombinaison d'un 
5 plasmide pRAR(PlO) avec 1 'ADN de virus depourvu du 

promoteur polyedrine (AcSLPlORAR) ; 

- un virus obtenu apres recombinaison d'un 
plasmide pRAR(PlO) avec 1 1 ADN de virus sauvage (AcPHRAR) . 

La Figure 4B represent e schematiquement les 
10 recombinants portant le gene CAT a differentes positions 
a 1 1 interieur de la sequence P10 (+16, +150 et +230), et 
le gene RARa ou y au locus polyedrine : 

- un virus obtenu apres recombinaison d'un des 
plasmides pMH16, pMH150, ou pMH230 avec 1 1 ADN de virus 

15 sauvage (AcPlOCAT) ; 

un virus obtenu apres recombinaison d'un 
plasmide pPH-RAR avec 1 1 ADN de virus AcPlOCAT (AcRARCAT) ; 

EXEMPLE 2 : EXPRESSION DE P10 DANS LES 
RECOMBINANTS RAR . 

20 Les cellules (Spodoptera frugiperda Sf9) sont 

maintenues a 28°C dans du milieu TC100 (GIBCO/BRL) 
supplements avec 5% de serum de veau foetal inactive par 
la chaleur. 

Les cellules sont infectees par une suspension 
25 virale (AcMNPV sauvage, ou recombinant a tester) avec une 
multiplicity d 1 infection de 10 PFU (Plage Forming Units) 
par cellule. Apres une heure d ' adsorption, 1 1 inoculum 
viral est remplace par un milieu de culture f rais . 

Les cellules respect ivement infectees avec 
30 AcMNPV, AcRARaPIO , AcRARyPlO , AcRARaAPIO, AcRARyAPIO , ont 
ete recoltees 48 heures apres infection, lavees dans du 
tampon PBS froid, puis re-suspendues dans du tampon 
d 1 echantillon et portees a ebullition pendant 5 mn. La 
meme preparation est effectuee a partir de cellules non- 
35 infectees. 
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Les proteines totales de chaque preparation 
sont analysees par SDS-PAGE, sur un gel de polyacrylamide 
a 12%. Les gels sont colores avec du bleu de Coomassie. 

La comparaison des profils electrophoretiques 
5 des proteines totales de cellules infectees avec les 
recombinants RAR (AcRARaPIO et AcRARyPIO) , avec le profil 
electrophoretique de proteines totales des cellules 
infectees avec le baculovirus de type sauvage AcMNPV, 
montre gu'une proteine d'un poids moleculaire apparent de 

10 10 kDa est surproduite dans les cellules infectees avec 
les recombinants RAR. Cette surproduction est 
particulierement importante dans les cellules infectees 
avec le recombinant AcRARyPIO . La bande de poids 
moleculaire apparent 10 kDa n'apparait pas dans le profil 

15 des proteines totales de cellules infectees avec des 
recombinants AcRARaAPIO et AcRARyAPIO . 

Pour verifier si les observations ci-dessus 
refletent une augmentation de la transcription du gene 
P10, les ARN cytoplasmiques totaux ont ete isoles, a 

20 partir des cellules infectees, 48 h et 72 h apres 
1 ! infection, et analysees par hybridation "dot-blot 11 , en 
utilisant des sondes d'ARN marquees au P32, 
complementaires des sequences P10 et 3 9K, et obtenues en 
utilisant le kit PROMEGA R I BO PROBE { PROMEGA , France) . 

25 Le comptage est fait dans un compteur a 

scintillation . 

Les resultats sont illustres par le tableau I 
ci-dessous, qui se refere aux vecteurs representes sur 
les figures 4A et 4B. 
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TABLEAU I 



Virus 


cpm 


P10 


39K 




48 h 


72 h 


48 h 


72 h 


Aucun 


370 ± 10 


1010 ± 40 


390 ± 12 


530 ± 25 


AcMNPV 


32900 ± 580 


26290 ± 450 


7390 ± 370 


6050 ± 310 


AcD3 


31450 ± 800 


37970 ± 720 


7580 ± 420 


8520 ± 470 


RARal 


73920 ± 1300 


96740 ± 880 


8840 ± 450 


11980 ± 630 


RARa2 


79530 ± 1500 


93120 ± 950 


9810 ± 600 


11500 ± 600 


RARAplO 


10950 ± 550 


11200 ± 600 


9550 ± 720 


5770 ± 220 


RARyl 


98290 ± 1100 


146230 ± 1200 


5300 ± 350 


5820 ± 280 


RARy2 


138090 ± 1450 


142000 ± 1380 


6080 ± 290 


6400 ± 300 



L ' examen des valeurs moyennes mesurees 48 h 



5 apres infection revele que la quantite d'ARNm de P10 
produite par les recombinants AcRARaPIO et AcRARyPlO est 
respect ivement ; deux fois et quatre fois plus §levee, que 
celle observee avec le baculovirus sauvage, ou avec le 
baculovirus AcD3 depourvu du promoteur de la polyedrine . 

10 Les resultats obtenus 72 heures apres 1' infection sont 
tres similaires a ceux observes 48 heures apres 
infection. Dans le raeme temps on n 1 observe pas de 
difference significative entre les differents vecteurs, 
au niveau de la production de l'ARNm de 39K, mesuree a 

15 titre de controle interne. 

EXEMPLE 3 : EXPRESSION DU GENE RAPPORTEUR CAT 
SOUS CONTROLE DU PROMOTEUR P10 

Les baculovirus AcP10CAT16 r AcP10CAT150 , et 
AcP10CAT23 0 contiennent respect ivement le gene rapporteur 

20 CAT en position +16, +150 et +230 dans la sequence codant 
pour la P10, et le gene codant pour la polyedrine sous 
controle de son propre promoteur ; les baculovirus 
AcRARctCATlG, AcRARyCAT16 , AcRARaCAT150 , AcRARyCAT150 , 
AcRARaCAT2 3 0 , et AcRARyCAT2 3 0 contiennent respectivement 

25 le gene rapporteur CAT en position +16, +150 et +230 dans 
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la sequence codant pour la P10, et, en outre, le gene 
codant pour un recepteur a ou y de 1 1 acide retinolque sous 
controle du promoteur de la polyedrine. Ces differents 
vecteurs sont obtenus cotnme decrit a 1 1 exemple 1 ci- 
5 dessus. 

La presence de la proteine CAT ainsi que 
1 1 activite CAT sont recherchees sur les extraits 
cellulaires prepares a partir des cellules Sf9 infectees 
par ces differents vecteurs et recoltees 48 heures apres 
10 infection. 

L 1 expression du gene CAT est determinee apres 
transfert immunoelectrophoretique : les proteines totales 
sont analysees par SDS-PAGE comme decrit a 1 ! exemple 1 
ci-dessus, et transferees sur membrane de nitrocellulose. 

15 La CAT est detectee avec des anticorps anti-CAT 
(5 PRIME>3 PRIME INC.), ou par mesure de l'activite CAT, 
selon la methode classique decrite par GORMAN et al . 
[Mol. Cell. Biol. n° 2, 1044-1051 (1982). Les formes 
acetylees du substrat (Ac-CM) sont separees du substrat 

2 0 natif (CM) , par chromatographic ascendante sur couche 
mince de silice. 

Dans le cas des cellules infectees par les 
vecteurs de type +150 et +23 0, et co-exprimant un gene 
codant pour un recepteur a ou y de 1 ' acide retinoique . on 

25 constate en immuntransf ert , pour les virus AcRARaCATlSO , 
AcRARyCATIS 0 , AcRARaCAT2 3 0 , et AcRARyCAT2 3 0 , une tres 
nette augmentation du signal correspondant a la CAT par 
rapport aux virus AcP10CAT150 et AcP10CAT230. Les 
resultats observes sont confirmes par la mesure de 

30 l'activite CAT. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENERALES : 
<i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMI QUE 

- I.N.R.A. 

(B) RUE: 147, RUE DE L'UNIVERSITE 

(C) VILLE: PARIS CEDEX 07 

( E ) PAYS : FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75341 

(A) NOM: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

- C.N.R.S. 

(B) RUE: 3, RUE MICHEL ANGE 

(C) VILLE: PARIS CEDEX 16 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75794 
(A) NOM: DEVAUCHELLE GERARD 

(B) RUE : 137, CHEMIN DE L'ESPERVETTE 

(C) VILLE: SAINT - CHRISTOL-LEZ -ALES 
{ E ) PAYS : FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 30380 
(A) NOM: OGLIASTRO MARIE - HELENE 

(B) RUE: 28, RUE D'AVEJAN 

(C) VILLE: ALES 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 3 0100 
(A) NOM: CERUTTI MARTINE 

(B) RUE: 2997, ROUTE DE MONTE ZE 

(C) VILLE: SAINT- CHRISTOL-LES -ALES 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 3 038 0 

(ii) TITRE DE L ' INVENTION: PROCEDE DE REGULATION DE L ' EXPRESSION 
D 1 UN GENE DANS UN BACULOVIRUS , PAR UN SITE DE FIXATION D • UN RECEPTEUR 
DE L'ACIDE RETINOIQUE , ET VECTEUR POUR LA MISE EN OEUVRE DUDIT 
PROCEDE . 
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(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D» EXPLOITATION: PC-DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE : 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE: 95 03412 

(B) DATE DE DEPOT: 23-MAR-1995 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GTTGANNNNG TTCA 14 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 14 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



GTTGACAGTG TTCA 



14 



WO 96/29400 



22 



PCT/FR96/00437 



RE VEND I CATIONS 

1) Procede pour reguler 1' expression d'un gene 
place sous contr61e transcript ionnel d'un promoteur de 
baculovirus dans un vecteur d' expression comprenant une 
5 sequence de type RARE situee a proximite dudit promoteur 
de baculovirus, lequel procede est caracterise en ce que 
1 1 on procede a 1" expression dudit gene en presence du 
produit de traduction d'un gene codant pour un recepteur 

hormonal du type RAR. 
10 2) Procede selon la revendication 1, 

caracterise en ce que ledit promoteur de baculovirus est 
le promoteur P10 ou le promoteur polh. 

3) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2 caracterise en ce que le recepteur 

15 hormonal du type RAR est un recepteur RARcc, un recepteur 
RARp, ou un recepteur RARy. 

4) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que la sequence 
d'ADN RARE est une sequence, identifiee dans la liste de 

20 sequence en annexe sous le numero SEQ ID NO :1, repondant 
a la formule generale GTTGANNNNGTTCA , ou N represente A, 

ou C, ou G, ou T. 

5) Vecteur utilisable pour reguler 
1 ! expression d'un gene sous controle transcriptionnel 

25 d'un promoteur de baculovirus, caracterise en ce qu'il 
est constitue par un baculovirus recombinants, comprenant 
une sequence d 1 ADN constituant un site de fixation pour 
un recepteur hormonal du type RAR, placee a proximite 
d'un promoteur de baculovirus sous controle duquel on 

30 veut exprimer un gene codant pour une proteine d'interet, 
a condition que, si le promoteur de baculovirus est le 
promoteur P10, et la sequence RARE est la sequence 
GTTGACAGTGTTCA , ladite sequence soit situee, par rapport 
audit promoteur, a un emplacement different de celui 

35 qu'elle occupe dans le gene P10 sauvage, ou soit separee 
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dudit promoteur par une sequence difference de celle qui 
la separe du promoteur P10 sauvage . 

6) Vecteur utilisable pour reguler 
1' expression d'un gene sous controle transcriptional 

5 d'un promoteur de baculovirus, caracterise en ce qu'il 
est constitue par un baculovirus recombinant, comprenant 
une sequence d'ADN RARE constituant un site de fixation 
pour un recepteur hormonal du type RAR, placee a 
proximite d'un premier promoteur de baculovirus, sous 
10 controle duquel on veut exprimer un gene codant pour une 
proteine d'interet, et une sequence d'ADN codant pour un 
recepteur hormonal du type RAR placee sous controle 
transcriptionnel d'un second promoteur de baculovirus. 

7) Vecteur selon une quelconque des 
15 revendi cat ions 5 ou 6, caracterise en ce qu'il comprend 

en outre au moins une sequence codant pour une proteine 
heterologue, ou au moins un site pour l 1 insertion de 
ladite sequence, sous controle transcriptionnel du 
promoteur a proximite duquel est placee la sequence RARE. 

20 8) Vecteur recombinant, utilisable pour 

augmenter 1' expression d'un gene sous controle 
transcriptionnel du promoteur polh de baculovirus, 
caracterise en ce qu'il est constitue par un baculovirus 
modifie, comprenant la totalite des sequences constituant 

25 le promoteur de polh, et la totalite des sequences 
constituant le promoteur du polypeptide P10, et dont le 
voisinage du promoteur P10 est depourvu de toute sequence 
constituant un site de fixation pour un recepteur 
hormonal du type RAR. 

3 0 9) Vecteur selon la revendication 8, 

caracterise en ce qu'il est depourvu de la totalite de la 
sequence codante de la P10 . 
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10) Vecteur selon une quelconque des 
revendications 8 ou 9, caracterise en ce qu'il comprend 
en outre au moins une sequence, codant pour une proteine 
h^terologue que 1 1 on souhaite exprimer, placee sous 
5 controle transcriptional du promoteur de la polyedrine, 
ou au moins un site pour 1 1 insertion de ladite sequence. 
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